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(57) Abstract: The invention relates to an oligonucleotide which can stimulate human cells of the immune system, characterized 
in that it comprises at least one nucleotide sequence of formula S'TTNi^nT wherein T represents thymine, and Nj and N 2 can 
both represent adenine, thymine, cytosine or guanine. The invention is further characterized in that it is devoid of the CG dinu- 
cleonde in which cytosine C is not methylated. One oligonucleotide of particular interest has the following sequence: 5TTAGTICT- 
TAGTTNjTTAGTT 3*. Said oligonucleotide can be used in a particularly advantageous manner as an adjuvant for vaccines. 

(57) Abregg: L'invention conceme un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du systeme immunitaire, caract£- 
rise* en ce qu'il comprend au raoins une sequence nucleotidique ayant la formule suivante 5 ' T T Ni N 2 T T 3\ dans laquelle T signifie 
Thymine, Ni et N 2 peuvent chacun representer r Adenine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, et en ce qu*il est depourvu de 
dinucleotide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas mCthylee. En particulier, un oligonucleotide d'interSt presente la sequence 
suivante: 5* TTAGTTCTTAGTTN 3 TTAGTT 3\ Un tel oligonucleotide trouve une application particulierement interessante comme 
adjuvant vaccinal. 
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OLIGONUCLEOTIDE IMMUNOSTIMULANT 

La presente invention est relative au domaine des immunostimulants. Plus 
particulierement, I'invention concerne des oligonucleotides capables de stimuler des 
5 cellules humaines intervenant dans le systeme immunitaire, et a leur utilisation 
comme adjuvant vaccinal. 

Un grand nombre d'oligonucleotides ont deja ete decrits dans I'art anterieur, en 
relation avec leurs proprietes immonostimulantes. Ainsi, la demande EP0468520 
10 decrit des polynucleotides immunostimulants constitues par un simple brin d'ADN 
iineaire comprenant de 10 a 100 nucleotides s'enchaTnant selon une sequence 
palindromique. 

Selon la demande WO 96/02555, I'activite immunostimulatrice d'oligonucleotides est 
is liee a la presence d'une sequence dinucleotique 5' CG 3', dans laquelle C n'est pas 
methyle, I'activite immunostimulante etant plus forte si le motif CG est precede en 5' 
du dinucleotide GA et / ou suivi en 3* du dinucleotide TC ou encore TT. 

Par contre, selon la demande de brevet WO 98/52962, ii n'est pas necessaire que 
20 les oligonucleotides aient un minimum de 8 nucleotides comme cela avait ete decrit 
precedemment, ni que leur sequence soit un palindrome, ni meme qu'ils 
comprennent le dinucleotide CG; ainsi.cette demande decrit les 3 oligonucleotides 
suivants pour leur utilisation en tant qu'adjuvant vaccinal: 
5' GACGTT 3', 5' GAGCTT 3', ainsi que 5' TCCGGA 3'. 

25 

Selon le brevet US 5,663,153, I'activite immunostimulante d'oligonucleotides n'est 
pas liee a la sequence des nucleotides, mais a la nature de la liaison entre 
nucleotides, la presence d'au moins une liaison phosphorothioate permettant 
d'induire une stimulation du systeme immunitaire. 

30 

La plupart des tests de I'art anterieur pour evaluer I'activite immunostimulante des 
oligonucleotides proposes, sont effectues soit in vitro sur des cellules animates 
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(essentiellement des cellules murines), soit in vivo sur des souris. Cependant, les 
differences existant entre le systeme immunitaire de la souris et celui de Petre 
humain, ont conduit d des differences entre les r6sultats obtenus sur des cellules 
murines et ceux obtenus sur des cellules humaines. II n'est done pas certain que 
5 tous les oligonucteotides ayant 6te d6crits comme immunostimulants dans I'art 
anterieur le soient reellement vis-a-vis de Pfitre humain. 

Or Tindustrie phanmaceutique a un grand besoin d'immunostimulants pouvant §tre 
administres a Phomme, notamment dans le domaine des vaccins. 

10 

La pr6sente invention a done pour but de proposer des oligonucl6otides capables de 
stimuler des cellules du systeme immunitaire de P§tre humain. 

Pour atteindre ce but, I'invention a pour objet un oligonucleotide capable de stimuler 
15 des cellules humaines du systeme immunitaire caracterise en ce qu'i! comprend au 
moins une sequence 5' T T 14, N 2 T T 3' dans laquelle T est la Thymine, 
et Ni et N 2 peuvent chacun representor I'Adenine, la Thymine, la Cytosine ou la 
Guanine, et en ce qu'i! est d6pourvu de dinucteotide CG dans lequel la Cytosine C 
ne serait pas m6thytee. 

20 

L'invention a 6galement pour objet ('utilisation d'un tel oligonucleotide pour la 
fabrication d'un medicament. 

Selon une caracteristique de l'invention, I'oligonucleotide comprend de 6 a 100 
25 nucleotides. 

Selon une caracteristique particuliere, I'oligonucletide selon l'invention est caracterise 
en ce que represente I'Adenine et en ce que N 2 represente la Guanine. 



30 



Selon une autre caracteristique, I'oligonucleotide selon l'invention est caracterise en 
ce que le motif 5' T T Ni N 2 T T 3' est repete au moins 1 fois. 
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Selon une autre caracteristique, Poligonucteotide selon Pinvention est caracteris§ en 
ce que le motif motif 5* T T Ish N 2 T T 3' est r6p£te 2 fois. 

Selon une autre caracteristique, Poligonucteotide selon Pinvention est caracterise en 
ce que les motifs repetes 5 1 T T Ni N 2 T T 3' sont s§par6s par un nucleotide N 3 qui 
peut etre a chaque fois identique ou different et qui peut representor A, C, T ou G. 

Selon une caracteristique particuliere, ['oligonucleotide selon Pinvention est 
caracterise en ce que le nucleotide N 3 separant les 2 premiers motifs TTN1N2TT lus 
lorsque la sequence est orientee 5'->3' represente la Cytosine. 

Selon une autre caracteristique, Poligonucl6otide selon invention est caracterise en 
ce qu'il comprend la sequence 5' TTAGTTCTTAGTTN 3 TTAGTT 3', dans laquelle A 
represente PAdenine, T la Thymine, G la Guanine, et C la Cytosine, et dans laquelle 
N 3 peut signifier A, T, C ou G. 

Selon une autre caracteristique, ('oligonucleotide selon Pinvention est capable 
d'induire la proliferation des lymphocytes humains. 

Selon une autre caracteristique, Poligonucl6otide selon Pinvention est capable 
d'accroTtre Pexpression du marqueur d'activation CD86 et du recepteur CD25 sur les 
lymphocytes B humains. 

Selon une autre caracteristique, ('oligonucleotide selon Pinvention est capable 
d'induire la secretion de cytokines. 

^invention a 6galement pour objet un adjuvant vaccinal caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un oligonucleotide capable de stimulerdes cellules humaines du 
systeme immunitaire poss6dant au moins une sequence 
5' T T Ni N 2 T T 3' dans laquelle T est la Thymine et, et N 2 peuvent chacun 
representor PAd6nine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, ('oligonucleotide etant 
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dSpourvu de sequence dinucteotidique CG dans iaquelle la Cytosine C ne serait pas 
m£thyl6e. 

L'invention a £galement pour objet une composition vaccinale d usage humain 
comprenant au moins un antigene vaccinal caracterisee en ce qu'elle comprend en 
outre au moins un oligonucleotide capable de stimuler des cellules humaines du 
systeme immunitaire poss6dant au moins une sequence 5' TT N1 N 2 T T 3' 
dans Iaquelle T signifie Thymine et, N1 et N 2 peuvent chacun representer I'Adenine, 
la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, I'oligonucteotide 6tant d6pourvu de sequence 
dinucleotidique CG dans Iaquelle la Cytosine C ne serait pas m6thylee. 

La presente invention sera mieux comprise a la lecture de la description qui va 
suivre, en reference aux figures 1 a 11 qui illustrent les r6sultats obtenus lors des 
tests d6crits aux exemples 2 & 7. 

En particulier, les Figures 1 et2 indiquent le nombre de Coups par Minutes obtenus 
dans le test de I'Exemple . 

Les Figures 3 et 5 indiquent le pourcentage de cellules CD20+ exprimant le 
recepteur CD25, pour les oligonucleotides obtenus selon I'exemple 1. 
De meme, les Figures 4 et 6 indiquent le pourcentage de cellules CD20+ exprimant 
le marqueur CD86. 

La Figure 7 indique le nombre de Coups par Minute obtenus dans le test de 
Texemple 4. 

La Figure 8 indique le pourcentage de cellules CD20+ exprimant le r6cepteur CD25, 
pour les oligonucleotides obtenus selon I'exemple 4. De mdme, la Figure 9 indique le 
pourcentage de cellules CD20+ exprimant le marqueur CD86. 
La Figure 10 indique le nombre de spots mesures pour la s6cr6tion dlnterferon y par 
des cellules stimulees en presence des oligonucleotides ayant les sequences 9 a 12 
d§crites a Texemple 4. 

La Figure 1 1 indique le nombre de spots mesures pour la secretion d'IL10 par des 
cellules stimulees en presence des oligonucleotides ayant les sequences 9 a 12 
d§crites £ I' Exemple 4. 
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Par oligonucleotide au sens de la presente invention, on entend un polynucleotide 
comprenant au moins 6 nucleotides. En effet, contralrement a I'enseignement de 
I'article intitule "CpG motifs in bacterial DNA trigger direct B-cell activation", Krieg et 
al., Nature 1995, on a remarque qu'il n'etait pas necessaire que I'oligonucleotide ait 

5 au moins 8 nucleotides. Par contre, la limite superieure de la taille des 

oligonucleotides n'est pas vraiment determinee. On peut cependant noter que, plus f 
oligonucleotide sera long, plus sa purification sera difficile a effectuer lors des etapes 
de synthese , et plus le prix de revient en sera eieve. D'autre part, il est probable 
qu'un oligonucleotide de grande longueur aura plus de difficultes a penetrer dans les 

10 cellules. Aussi, pour les besoins de la presente invention, on consid6re qu'une 
limitation de la taille de I'oligonucleotide a 100 nucleotides est appropriee. Cet 
oligonucleotide est de preference un oligonucleotide simple brin; il peut s'agir d'un 
oligodesoxyribonucieotide ou d'un oligoribonucl6otide. On a obtenu de 
particulierement bons resultats en utilisant un oligodesoxyribonucieotide. Les 

15 oligonucleotides convenant aux fins de I'invention peuvent se presenter sous forme 
de phosphodiester ou, afin d'etre plus stables, sous forme de phosphorothioates ou 
d'hybrides phosphodiester / phosphorothioates. Les oligonucleotides 
phosphorothioates sont ceux pr6fer6s. 

20 ^oligonucleotide selon I'invention est capable de stimuler des cellules humaines du 
systeme immunitaire, telles que les lymphocytes B, les lymphocytes T, les 
monocytes et les cellules dendritiques. Cette stimulation est appr6ci6e notamment 
par la Iymphoprolif6ration ou par I'expression de marqueurs, tel que le recepteur de 
cytokine CD25 ou encore le marqueur d'activation CD86 sur les lymphocytes B. II est 

25 possible de seiectionner les oligonucleotides d'interet au moyen de tests diff6rents 
de ceux proposes dans la presente demande, a condition cependant qu'il s'agisse de 
tests evaluant la capacite de stimulation de cellules humaines, et non pas comme 
dans la plupart des documents de I'art ant6rieur, de tests evaluant la capacite de la 
stimulation de cellules murines. II serait notamment possible de tester I'expression 

30 d'autres marqueurs d'activation des lymphocytes B tels que les marqueurs CD69, ou 
I'expression de marqueurs de proliferation tels que le marqueur KI67; des tests 
relatifs a I'augmentation des marqueurs d'activation et de maturation des cellules 



WO 00H53O4 



PCT/FR00/01566 



-6- 

dendritiques pourraient egalement etre utilises. De m§me, des tests permettant 
rappr6ciation de I'augmentation de production de certaines cytokines peuvent 
egalement etre utilises. 

5 Selon une caract6ristique de Invention, I'oligonucieotide comprend au moins une 
sequence nucl6otidique 5' T T Ni N 2 T T 3' dans laquelle T signifie Thymine et, Ni 
et N 2 peuvent repr6senter chacun I'Adenine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine. 
Cette formule couvre ainsi 16 possibilit6s. Cette sequence peut etre 5' terminate, 3 1 
terminale ou etre entouree par d'autres nucleotides. Elle peut §tre unique ou r6p6tee 
10 plusieurs fois a I'identique £ I'interieur d'un m§me oligonucleotide. Un oligonucleotide 
selon invention peut egalement comprendre plusieurs sequences diff6rentes 
correspondant chacune au motif 5' TT Ni N 2 TT 3'. 

Selon Tinvention, I'oligonucieotide ne comporte pas de sequence paiindromique. 
15 Malgre cette absence de sequence paiindromique, un tel oligonucleotide est capable 
de stimuler des cellules humaines du systeme immunitaire. 

Selon une caracteristique, ['oligonucleotide selon Tinvention est d6pourvu de 
dinucl6otide CG dans lequel la Cytosine ne serait pas methyl6e. Cette exclusion 

20 s'applique 6galement au motif N1N2. La capacite des oligonucleotides de Tart 

anterieur a etre immunostimulants a presque toujours 6t6 interpr6t6e comme liee a 
la presence de motifs CpG non m6thyl6s (Cf. notamment I'article de Krieg et al dans 
Nature d'avril 1995 cite ci-dessus), cette interpretation etant en coherence avec 
I'observation selon laquelle la frequence de ce dinucieotide etait environ 4 fois plus 

25 importante dans le genome des bacteries que dans celui des vertebr6s. De fapon 
surprenante, on a maintenant trouve que des oligonucleotides entierement 
depourvus de ce motif dinucieotidique etaient cependant parfaitement capables de 
stimuler les cellules du systeme immunitaire humain. 

30 Selon un mode de realisation particulier de la presente invention, le motif NiN 2 

correspond au dinucieotide AG, dans lequel A signifie Adenine et G signifie Guanine. 
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Selon une caracteristique avantageuse, le motif 5' TTAGTT 3' est repete au moins 
une fois dans I'oligonucleotide, et de preference au moins 2 fois. De preference 
encore, les motifs repetes sont separes par au moins un nucleotide N 3 , qui 
represente I'Adenine, la Cytosine, la Guanine ou la Thymine. A I'interieur d'un 
oligonucleotide, ce nucleotide de separation peut etre toujours le meme, ou §tre 
different a chaque fois. De preference, le nucleotide separant les 2 premiers motifs 
TTAGTT de I'oligonucleotide, (lorsque I'on considere le sens de lecture 5'->3') est 
constitue par la Cytosine. 

De facon particuliere, les oligonucleotides dont les sequences nucleotidiques 
repondent a la formule 5' TTAGTTCTTAGTTN 3 TTAGTT 3', dans laquelle N 3 
represente A, T, C ou G, sont ceux preferes au sens de la presente invention. 

Selon une caracteristique particuliere, I'oligonucleotide selon I'invention est depourvu 
ou appauvri en sequence nucleotidique capable d'inhiber les cellules du systeme 
immunitaire humain. En effet, afin d'obtenir un effet global immunostimulant, si des 
motifs inhibiteurs ou neutralisants tels que, par exemple, ceux dScrits dans la 
demande WO 98/52581 sont presents, il faut que leur effet soit supprime ou reduit, 
gr§ce a la presence d'une sequence a effet immunostimulant plus prononce, ou 
grace a la presence d'un plus grand nombre de sequences 5' T T Ni N 2 T T 3'. 

La presente invention a egalement pour objet un adjuvant vaccinal comprenant au 
moins un oligonucleotide immunostimulant ayant au moins un motif 
5' T T Ni N 2 T T 3' tel que mentionne ci-dessus. Par adjuvant vaccinal, on entend 
un produit qui permet d'accroTtre ou de modifier la reponse du systeme immunitaire 
d'un organisme vis a vis de I'administration d'un antigene. En particulier, il peut s'agir 
d'une augmentation de la reponse humorale ou de la r6ponse cellulaire. 
L'action d'un adjuvant vaccinal peut egalement etre, non pas une augmentation de la 
reponse qui se produirait en I'absence d'adjuvant, mais une orientation differente de 
la reponse produite : par exemple, orientation vers une reponse cellulaire plut6t 
qu'une reponse humorale, production de certaines cytokines plutot que d'autres, 
production de certains types ou sous-types d'anticorps plut6t que d'autres, 
stimulation de certaines cellules plutdt que d'autres, etc... 
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L'oligonucleotide immunostimulant de la presente invention peut etre utilise comme 
adjuvant vaccinal quelle que sort la nature de I'antigene administre et quel que sort le 
nombre de valences utilisees. II peut etre le seul adjuvant utilise ou, au contraire, 

5 etre un element d'une combinaison adjuvante. 

L'action adjuvante de ^oligonucleotide selon I'invention peut etre obtenue, soit 
lorsqu'il est associe a I'antigene ou aux antigenes lors de leur administration, i.e. 
lorsqu'ils font partie de la meme composition vaccinale, soit lorsqu'il est administre 
separement de I'antigene ou des antigenes. On prefere cependant I'utiliser dans la 

10 meme composition vaccinale que I'antigene ou les antigenes a administrer. 

(.'oligonucleotide selon I'invention peut avantageusement etre administre par toutes 
les voies susceptibles d'etre utilisees pour une composition vaccinale: voie 
muqueuse ou voie systemique. 

15 

L'un des objets de I'invention est une composition vaccinale comprenant au moins 
un oligonucleotide immunostimulant ayant une sequence 
5' T T NiN 2 T T 3' telle que decrite ci-dessus. 

20 Une composition vaccinale selon I'invention peut etre destinee a I'immunisation 
contre une seule maladie, ou destinee a I'immunisation contre plusieurs maladies. II 
peut s'agir d'une composition vaccinale liquide ou d'une composition lyophilisee. Elle 
peut comprendre, outre les antigenes, tout ou partie des composants habituellement 
presents dans un vaccin tels que tampons, stabilisants, conservateurs, ...etc. Elle 

25 peut egalement comprendre un ou plusieurs adjuvant(s) autre(s) que ceux objets de 
la presente invention. Elle peut egalement comprendre plusieurs adjuvants objets de 
la presente invention, constitues soit par des oligonucleotides ayant tous le meme 
motif 

5' T T Ni N 2 TT 3' mais se differencial par les nucleotides en 5' et/ou en 3', soit par 
30 des oligonucleotides ayant des motifs 5'TTN 1 N 2 TT3' differents, dont les 
sequences en 5' et en 3' sont identiques ou differentes. 
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La composition vaccinate selon I'invention peut etre destinee a une administration 
prophylactique ou a une administration therapeutique. 

La composition vaccinate selon I'invention peut etre formulee de maniere a optimiser 
5 I'action adjuvante de I'oligonucleotide objet de I'invention. Ainsi, I'oligonucleotide peut 
etre couple a un lipide, tel que le cholesterol ; il peut etre integre dans une emulsion 
de type huite / eau ou formule sous forme de liposomes. 

Les exemples qui suivent illustrent des modes de realisation particuliers de la 
10 presente invention. 

Exemple 1 : Svnthese des oligonucleotides 
15 On synthetise 1 5 oligonucleotides ayant chacun un des motifs suivants : 



TT A ATT 3' 




TTACTT 3' 



TTATTT 3' 



5' 



TTAGTT 3' 





.1 
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5'TTGGTT 3" 




5'TTGATT 3" 



SerieG 



5'TTGTTT 3 1 



10 



5' T T G C T T 3' * 

Et ayant 4 Adenine en 5' et 5 Adenine en 3'. 

La synthese de ces oligonucleotides est realisee au moyen d'un automate 
synth6tiseurfourni par Applied Biosystems qui met en oeuvre la m6thode chimique 
standard au phosphoramidite et qui comporte a chaque cycle une etape d'oxydation, 
qui est realisee au moyen d'une solution tetraethylthiuram / acetonitrile pour obtenir 
une liaison phosphorothioate. 

On prepare en outre, de la meme facon, un oligonucleotide A15(S) qui ne comprend 
que des A et qui est phosphorothioate sur toute sa longueur. Cet oligonucleotide est 
un temoin negatif car il n'entralne ni proliferation ni augmentation de I'expression des 
marqueurs d'activation sur les lymphocytes B. 

On prepare egalement un oligonucleotide 3Db(S) dont la sequence est identifiee 
dans la demande de brevet WO96/02555 sous SEQ ID N°15 
(5'GAGAACGCTCGACCTTCGAT3' ); cet oligonucleotide comporte des liaisons 
phosphorothioates sur toute sa longueur et est utilise comme temoin positif. 



20 



Tous les oligonucleotides sont maintenus en solution dans du tampon PBS. 



WO 00/75304 



PCT/FR00/01566 



-11- 

Exemple 2 : Test de Lvmphoproliftration 

On isole des lymphocytes a partir du sang ptripherique d'un donneur, en procedant 
a une centrifugation sur un gradient de Ficoll. Ces lymphocytes sont ajustts d 2.10 6 
cellules / ml dans du milieu de culture (RPMI 1640 + 10% de Strum de Veau Foetal 
ainsi que de la Glutamine, de la Streptomycine et de la Ptnicilline). 

Les cellules sont distributes en plaques 96 puits (fond rond) sous 100 pi, soit 
2.10 5 cellules par puits. On ajoute ensuite 100pl d'une solution 4pM 
d'oligonucltotides £ tester prod uites a I'exemple 1 (1 seul type d'oiigonucleotide par 
puits) afin d'obtenir une concentration finale 2 pM. 

Les cellules sont incubees pendant 48 a 72 heures. 

La Thymidine tritite (Amersham TRK 120) est dilute dans du milieu de culture puis 
distribute dans les plaques £ raison de 1 pCi par puits sous 50 pi. Apres 7 a 8 
heures d'incubation a I'etuve (5% C0 2f 37°C), les plaques peuvent ttre congelees £ 
-80°C et traitees plus tard. 

A I'aide du "Harvester", on recolte le contenu des puits sur des plaques Unifilter 
GF/C et on rtaiise 6 lavages en eau distillee puis un lavage en tthanol 70% afin de 
prtcipiter I'ADN. 

Aprts stchage des plaques, 25 pi de liquide scintillant (Microscint-40, Packard) sont 
distributs dans chaque puits et permettent de quantifier la radioactivite 
(rayonnements tmis par le tritium) en mesurant le nombre de coups / minute (cpm) 
tmis par chaque puits sur le compteur Top Count (Packard). 

Les rtsultats obtenus pour chacun des oligonucleotides testes sont representes sur 
les figures 1 et 2, qui indiquent, pour chaque oligonucleotide testt le nombre de 
coups par minute; on remarque que tous les oligonucleotides selon I'invention ont un 
rtsultat nettement suptrieur au resultat obtenu avec le milieu seul ou le ttmoin 
ntgatif A15(S), ce qui signifie qu'ils sont tous capables de stimuler la proliferation 
des lymphocytes. 
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Exemole 3 : 

Test relatif aux maraueurs d'activation 

Le test est effectue a partir de lymphocytes isol6s d *un donneur comme d6crit £ 
Texemple precedent, et ajustes a 2.10 6 cellules/ml dans le m£me milieu de culture. 

Les cellules sont ensuite distribu6es en plaques 12 puits sous un volume de 2 ml, 
soit 4.10 6 cellules / puits. On ajoute dans chaque puits une quantite 
d'oligonucteotides a tester pr6par6es k Texemple 1 (1 oligonucleotide / puits) 
suffisante pour obtenir une concentration en oligonucleotide 2 \iM. Puis les cellules 
sont incub£es pendant 72 heures a 37°C. Les cellules sont ensuite doublement 
marquees au moyen de CD25PE / CD20FITC ou CD86PE / CD20FITC puis 
analys6es sur FACScan. Les resultats obtenus sont illustres sur les figures 3, 4, 5 et 
6 qui represented pour chaque oligonucleotide teste, le pourcentage de cellules B 
(CD20+) qui expriment le r6cepteur CD25 ( celles qui sont CD25+)ou le marqueur 
CD86(celles qui sont CD86+). Les r6sultats represent6s sur les figures 3 et 4 ont 6te 
obtenus lors d'un test realise a un moment different du test dont les r6sultats sont 
illustres sur les figures 5 et 6, ce qui explique la difference d'ordre de grandeur des 
resultats obtenus. En effet, dans ce genre de manipulations, les tests sont tr6s 
variables d'un dosage £ Tautre, seuls les r6sultats obtenus lors d'un meme test sont 
comparables entre eux, d'ou la n6cessit6 d'inclure lors de chaque test, un 
oligonucieotide-temoin ainsi qu'un dosage du milieu seul. 

On remarque que tous les oligonucleotides objets de Pinvention activent les 
lymphocytes B qui expriment leur marqueur d'activation CD86, ainsi que le r6cepteur 
de cytokine CD25. 
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Exemple 4 : 

On prepare, de la m§me maniere qu'a I'exemple 1, une serie de 16 oligonucleotides 
s dont les sequences sont les suivantes: 

Seq Id 1 : 5* TTAGTTATTAGTTATTAGTT 3' 

Seq Id 2 : 5' TTAGTTATTAG I 1 1 I I AGTT 3' 

Seq Id 3 : 5' TTAGTTATTAGTTCTTAGTT 3' 
10 Seq Id 4 : 5* TTAGTTATTAGTTGTTAGTT 3' 

Seq Id 5 : 5* TTAGI I 1 1 I AGTTATTAGTT 3' 

Seq Id 6 : 5' TTAGTTTTTAGTTTTTAGTT 3' 

Seq Id 7 : 5' TTAG 1 I I I I AGTTCTTAGTT 3' 

Seq Id 8 : 5' TTAGI I I I I AGTTGTTAGTT 3' 
15 Seq Id 9 : 5' TTAGTTCTTAGTTATTAGTT 3' 

Seq Id 1 0 : 5" TTAGTTCTTAG I I I I I AGTT 3' 

Seq Id 11 : 5' TTAGTTCTTAGTTCTTAGTT 3' 

Seq Id 12 : 5' TTAGTTCTTAGTTGTTAGTT 3' 

Seq Id 1 3 : 5' TTAGTTGTTAGTTATTAGTT 3' 
20 Seq Id 14 : 5' TTAGTTGTTAGI I I I I A GTT 3' 

Seq Id 15 : 5' TTAGTTGTTAGTTCTTAGTT 3' 

Seq Id 16 : 5' TTAGTTGTTAGTTGTTAGTT 3' 

Ces oligonucleotides sont de type phosphorothiate sur toute leur longueur. 

25 

Exemple 5 : 



30 



On evalue la capacite qu'ont les oligonucleotides prepares a I'exemple 4 d'induire la 
proliferation des lymphocytes humains grace a un test de lymphoproliferation tel que 
celui decrit a I'exemple 2. De la meme facon qu'a I'exemple 2, la concentration en 
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oligonucieotide par puits est 2pM, et les temoins sont constitu6s par le milieu seul, 
I'oligonucieotide A15(S) ainsi que I'oligonucieotide 3Db(S). 

Les resultats obtenus, exprimes en Coups par Minute, sont repr6sentes a la Figure 7 
qui montre que tous les oligonucleotides selon I'invention sont capables d'induire la 
proliferation des lymphocytes et que de particulferement bons r6sultats sont obtenus 
lorsque les sequences des oligonucleotides sont celles identifiees par les Seq Id 9 & 
12, i.e. lorsque la Cytosine separe les 2 premiers motifs TTNiN 2 TT de 
('oligonucleotide. 

Exemple 6 : 

On 6value la capacite qu' ont les oligonucleotides prepares £ Pexemple 4 d'induire 
I'expression du marqueur d'activation CD86 et du recepteur CD25 sur les 
lymphocytes B. Cette evaluation est effectu6e grace au test decrit a I'exemple 3. Les 
r6sultats obtenus avec les oligonucleotides prepares selon I'exemple 4 sont 
represenfes sur les Figures 8 et 9 qui illustrent les pourcentages de cellules B 
(CD20+) qui expriment 6galement le recepteur CD25 (Figure 8) ou le marqueur 
CD86 (Figure 9). 

Les r6sultats obtenus dans ce test confirment ceux obtenus dans le test de 
lymphoproliferation: tous les oligonucleotides selon I'invention induisent I'expression 
de marqueurs d'activation sur les lymphocytes B humains; de particulierement bons 
r6sultats sont obtenus lorsque les 2 premiers motifs TTNiN 2 TT de ('oligonucleotide 
sont s6pares par une Cytosine. ^ 

Exemple 7 : 

On evalue la capacite qu' ont les oligonucleotides selon la presente invention a 
induire la secretion de cytokines. 

Pour cette evaluation, on isole des lymphocytes a partir du sang p6riph6rique d'un 
donneur, en proc6dant a une centrifugation sur un gradient de Ficoll. Ces 
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lymphocytes sont ajustes a 2.10 6 cellules / ml dans du milieu de culture (milieu AIM 
V + streptomycine + penicilline). 

Les plaques 96 puits ELISPOT (fond plat en nitrocellulose) sont pre-incubees la 
veille avec une solution d'anticorps de capture de cytokines (IL-10 ou IFNy suivant le 

5 test realise ), puis saturees avec du milieu de culture. 

On distribue ensuite 100 pi de cellules dans les plaques ELISPOT, soit 2.10 5 cellules 
par puits, puis on ajoute 100pl d'une solution 4pM en oligonucleotides a tester, 
produits selon I'exemple 4 (1 seul type d'oligonucleotide par puits) afin d'obtenir une 
concentration finale 2 uM. Le test est realise avec les oligonucleotides ayant les 

10 sequences decrites sous Seq Id 9, Seq Id 10, Seq Id 1 1 et Seq Id 12. 

Les plaques sont incubees a 37°C, sous atmosphere a 5% de C0 2 . Au bout de 72 
heures d'incubation, les cellules sont eliminees par lavage en presence de detergent 
(Tween 1%) et les cytokines fixees sur les anticorps de capture sont revelees par 
15 I'addition successive d'anticorps de detection biotynyles (antWL-1 0 ou anti-IFNy 
suivant le test realise), de streptavidine-HRP, et du substrat AEC. 

Les spots (1 spot correspondant a 1 cellule secretrice de cytokine) sont compte a 
I'aide d'un compteur automatique. Les resultats sont exprim6s en nombre de spots 
20 (nombre de cellules secretrices) par million de cellules. 

Les resultats obtenus pour chacun des oligonucleotides testes sont represents sur 
les figures 10 et 1 1 , qui indiquent, pour chaque oligonucleotide teste le nombre de 
cellules secretrices de cytokines par million de cellules totales ; on remarque que 
25 tous les oligonucleotides selon I'invention ont un resultat nettement superieur au 
resultat obtenu avec le milieu seul ou le temoin negatif A15(S), ce qui signifie qu'ils 
sont tous capables d'induire la secretion de cytokines, notamment d'lL 10 et 
d'lnterferon y. 
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Revendications 

1 . Oligonucleotide immunostimulant , caracterise en ce qu'il comprend au moins 
une sequence nucl6otidique ayant la formule suivante 

5* TTN1N2TT 3', dans laquelle T signifie Thymine, N1 et N 2 peuvent chacun 
repr6senter FAdenine, la Thymine, la Cytosine ou la Guanine, et en ce qu'il est 
depourvu de dinucieotide CG dans lequel la Cytosine C ne serait pas m6thyl6e. 

2. Oligonucleotide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend de 6 a 
100 nucleotides. 

3. Oligonucleotide selon la revendication 1 , caracterise en ce que represente 
TAdenine et en ce que N 2 represente la Guanine. 

4. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce que 
le motif 5' T T Ni N 2 T T 3' est rep6t6 au moins 1 fois. 

5. Oligonucleotide selon la revendication pr6c6dente caract6ris6 en ce que le motif 
5' T T N1 N 2 T T 3' est repete 2 fois. 

6. Oligonucleotide selon une des revendications 4 et 5, caracterise en ce que les 
motifs rep6tes 5* T T N1 N 2 T T 3' sont s6par6s par un nucleotide N 3 qui peut 
etre a chaque fois identique ou different et qui peut repr6senter A, C, T ou G. 

7. Oligonucleotide selon la revendication pr6cedente, caract6ris6e en ce que le 
nucleotide N 3 separant les 2 premiers motifs TT N1 N 2 TT lus lorsque la 
sequence est orientee 5'-»3' repr6sente la Cytosine. 
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8. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterisee en ce 
qu'il comprend la sequence 5' TTAGTTCTTAGTTN 3 TTAGTT 3', dans laquelle A 
reprSsente I'Adenine, T la Thymine, G la Guanine, et C la Cytosine, et dans 
laquelle N 3 peut signifier A, T, C ou G. 

9. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'induire la proliferation des lymphocytes humains. 

10. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'induire la secretion de cytokines. 

11. Oligonucleotide selon la revendication precedente, caracterise en ce qu'il est 
capable d'induire la secretion d'lL 10. 

^.Oligonucleotide selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est capable 
d'induire la secretion d'lnterferon y. 

^.Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'accrottre I'expression du marqueur d'activation CD86 sur les 
lymphocytes B humains. 

14. Oligonucleotide selon une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
est capable d'accrottre I'expression du recepteur de cytokine CD25 sur les 
lymphocytes B humains. 

15. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications precedentes pour la 
fabrication d'un medicament. 

16. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 a 10, pour la 
fabrication d'un immunostimulant humain. 
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17. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1610, pour la 
fabrication d'un adjuvant vaccinal. 

18. Utilisation d'un oligonucleotide selon une des revendications 1 6 10, pour la 
fabrication d'une composition vaccinate. 

19. Composition vaccinale £ usage humain, comprenant au moins un antig6ne 
vaccinal, caracterisee en ce quelle comprend en outre au moins un 
oligonucleotide selon une des revendications 16 10 
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LISTE DE SEQUENCES 

<1 10> AVENTIS PASTEUR 

5 <120> OLIGONUCLEOTIDE IMMUNOSTIMULANT 

<130> PM9908WO 

<140> 
10 <141> 

<160> 16 

<170> Patentln Ver.2.1 

15 

<210> 1 

<211>20 

<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
20 <220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 1 

ttagttatta gttattagtt 20 

25 

<210>2 
<211>20 
<212> ADN 
30 <21 3> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400>2 

35 ttagttatta gtttttagtt 20 



<210>3 
<211>20 
40 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
45 <400> 3 

ttagttatta gttcttagtt 20 
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<210>4 

<211>20 

<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
5 <220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400>4 

ttagttatta gttgttagtt 20 



<210> 5 
<211>20 
<212>ADN 
15 <21 3> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400>5 

20 ttagttttta gttattagtt 20 



<210>6 
<211>20 
25 <212>ADN 

<21 3> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la s6quence artificielle: 
oligonucleotide 
30 <400> 6 

ttagttttta gtttttagtt 20 



<210>7 
35 <211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
40 oligonucleotide 
<400> 7 

ttagttttta gttcttagtt 20 
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<210> 8 
<211>20 
<212>ADN 
5 <213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400>8 

10 ttagttttta gttgttagtt 20 



<210>9 
<211>20 
15 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
20 <400> 9 

ttagttctta gttattagtt 20 



<210> 10 
25 <211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
30 oligonucleotide 
<400> 10 

ttagttctta gtttttagtt 20 



35 <210> 11 
<211>20 
<212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

40 <223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
<400>11 

ttagttctta gttcttagtt 20 
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<210> 12 
<211>20 
<212>ADN 
s <2 1 3> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 

oligonucleotide 
<400> 12 

10 ttagttctta gttgttagtt 20 



<210> 13 
<211>20 
15 <212>ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
20 <400> 13 

ttagttgtta gttattagtt 20 



<210> 14 
25 <211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
30 oligonucleotide 
<400> 14 

ttagttgtta gtttttagtt 20 



35 <210> 15 
<211>20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

40 <223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucleotide 
<400> 15 

ttagttgtta gttcttagtt 20 
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<210> 16 

<211>20 
<212> ADN 

5 <21 3> Sequence artfficielle 
<220> 

<223> Description de la sequence arlificielle: 

oligonucleotide 
<400> 16 
10 ttagttgtta gttgttagtt 
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